















部へ遊走し貪食作用を発揮する  (Fig. 1)．  
Phospholipase D (PLD) は，細胞膜構成主要リン脂質のホスファチジルコリン
をホスファチジン酸とコリンに加水分解する酵素である．この PLD は一次配列の
相同性からファミリーを形成している．古典的なタイプの PLD1 及び PLD2 は白
 ちば   てるまさ  
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Fig. 1 The three states of 
microglia.  
(modified from Neuroglia 
pp.86, 1995) 




イプとして PLD3 と PLD4 などが存在する．PLD3 は，遅発性アルツハイマー病
との関連が示唆されている．  PLD4 は，生後初期の発達段階において，脳白質で
活性化するミクログリアに選択的に発現し，増殖および貪食に関与することが示
唆されている．また，ミエリンが崩壊する脱髄病態時に病巣近傍で活性化するミ





め，PLD4 欠損マウスを用いて小脳を中心に組織学的な解析を行った．  
 
PLD4 欠損マウスにおける発達期小脳の解析  
 PLD4 欠損マウスは，PLD4 遺伝子の翻訳開始コドンの前に STOP 配列が挿入さ








生後 7 日齢の脳のヘマトキシリン− エオジン  (HE) 染色では，脳全体の構造や
小脳の層構造において  PLD4 欠損による影響は観察されなかった．そこで発達過
程の小脳白質で PLD4 を特異的に発現するミクログリアの状態を観察するため，
活性化ミクログリアの指標となる Iba1 に対する抗体を用いて，生後 5 日  (P5) お
よび 7 日  (P7) の小脳で，発達時期が早い深部白質とそれよりも遅れて発達する小
葉先端部白質をそれぞれ比較した．その結果，野生型と PLD4 欠損マウス共に P5
と比較して P7 において，深部白質よりも小葉先端部白質でアメボイド状の Iba1 
陽性細胞数が増加していた．特に， P5 および P7 の深部白質における個々の細胞
の Iba1 陽性強度を定量的に比較したところ，野生型より PLD4 欠損マウスにおい
て Iba1 陽性強度が有意に高いことが明らかとなった (Fig. 3)．  
Fig. 1 The three states 
Fig. 2 Genome structure of 





















Iba1 陽性ミクログリアの活性化は，主に炎症促進性の M1 ミクログリアと抗炎
症性の M2 ミクログリアの 2 タイプに分けられる．そこで PLD4 を欠損した小脳
白質に存在する活性化ミクログリアの表現型が野生型と異なるかどうかを調べる
ため，M1 タイプのマーカーである CD68 と M2 タイプのマーカーである arginase 
1 に対する抗体を用い，それぞれ  Iba1 抗体との免疫二重染色を行った．その結果，
深部白質に局在する全ての Iba1 陽性細胞は CD68 陽性であり，各々の CD68 陽性
細胞の輝度は，野生型に比べて PLD4 欠損マウスで有意に減少していた  (Fig. 4)．
arginase 1 に関しては，野生型と PLD4 欠損マウス共に陽性シグナルは認められ
なかった．以上のことから，発達過程の小脳に存在するアメボイド状活性化ミク




Fig. 3 Microglial activation 
in the cerebella of 
PLD4-deficient mice at P7.  
Iba1-positive microglia in 
deep white matter (A, B) or 
folial white matter (C, D) of 
the cerebella obtained from 
wild type (WT; A, C) and 
PLD4-deficent (Ho; B, D) 
mice. Bar: 100 µm (D), 10 µm 
(in the white squares in D). 
(E) Intensities of Iba1 
immunoreactivity in 
individual cells of the deep 
cerebellar white matter at 
P7. Graph indicates the 
mean ±  SEM. **P<0.01 by 
student t test. 
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Fig. 4 CD68 immunoreactivity 
of cerebellar microglia in 
PLD4-deficient mice. 
Double-labeling of cells by 
anti-Iba1 and anti-CD68 
antibodies in the deep 
cerebellar white matter at P5 
(WT, A; Ho, B). Bar: 100 µm 
(B), 10 µm (in the white square 
in B). (C) Intensities of CD68 
immunoreactivity in individual 
cells of the cerebellar white 
matter at P5. Graph indicates 
the mean ±SEM. **P<0.01 by 




像およびプルキンエ細胞特異的マーカーである calbindin の陽性像に PLD4 欠損
は影響しないことが示された．  
 
ミエリン形成に対する PLD4 欠損ミクログリアの影響  





た．そこで，P5, 7 および  10 の小脳の凍結切片を用いて抗 MBP 抗体による免疫
組織染色を行った  (Fig. 5)．その結果，P5 の野生型では MBP 陽性有髄線維が深
部白質に見られたのに対し (Fig. 5A’白矢印 )，PLD4 欠損マウスでは MBP 陽性ミ  
エリンはほとんど認められず，細胞体が MBP 陽性を示すミエリン形成前のオリゴ
デンドロサイトが多く観察された (Fig. 5B’白矢頭 )．P7 の小葉部においても同様
の変化が観察された  (Fig. 5C’白矢印 , 5D’白矢頭 )．P10 では野生型と PLD4 欠損
マウスの小脳で，このような差異は認められなかった．以上の結果から，PLD4 欠










Fig. 5 Influence of 
PLD4 deficiency on 
cerebellar myelination. 
Comparison of MBP 
immunoreactivity in 
the P5 cerebellar deep 
white matter tracts 
(WT, A; Ho, B) or the 
P7 cerebellar folial 
white matter  (WT, C; 
Ho, D). A’-D’ are higher 
magnification views of 
the white squares in 
A-D without DAPI.  
White arrows, MBP positive myelinated fibers; white arrowheads, MBP positive 
premyelinating oligodendrocytes. Asterisk in A and B represents the border between 
the cerebellum (cbl) and the brainstem (bs) where myelination starts earlier than in 






違いはなく，オリゴデンドロサイトの成熟が遅れていることが示唆された．   
 
クプリゾン投与後の PLD4 欠損マウスの解析  
 さらに脱髄病態における PLD4 欠損の影響を調べるために，成熟したマウスに 5
週間 0.2%クプリゾン含有飼料を与え，野生型と  PLD4 欠損マウス脳梁の組織染
色により脱髄状態を比較した．その結果，クプリゾン投与後 5 週目において PLD4
の欠損により見かけ上の脱髄が軽減されることを明らかにした．抗 Iba1 抗体と抗
MBP 抗体を用いた免疫蛍光二重染色の結果から，クプリゾン投与後において，野











































 まず，PLD4 が一過性に発現増加する生後発達期の脳における PLD4 欠損の影響を


















 氏は，さらに PLD4 欠損マウスにクプリゾン含有飼料を 5 週間与えて脱髄モデルを
作成し，脱髄が最も明らかな脳梁部位の組織染色により脱髄状態およびミクログリア
の状態を野生型と比較した．その結果，PLD4 欠損マウスでは投与 5 週目において高
度に活性化したアメボイド状のミクログリアが多数存在し，脱髄変化が野生型と比し
て明らかに軽度で，ミクログリアの PLD4 が病態に大きな影響を与えることを示した． 
 
 以上，本研究の結果から，ミクログリアにおける PLD4 欠損が発達期小脳ではミク
ログリアの活性パターンを変化させ，髄鞘形成に影響すること，クプリゾン誘導脱髄
の病態を変化させることから，ミクログリアが髄鞘形成や脱髄病態に大きく関わり，
PLD4 がそれに関与することを明らかにした．近年，白質障害と精神疾患との関わり
も注目されていることから，千葉氏の研究成果が今後の脳発達および精神・神経疾患
研究に生かされていくことが期待される．このように本論文は，今後の脳の基礎研究
や疾患研究において価値ある情報を含んでおり，博士（薬学）の学位に十分値するも
のと判断した．  
